肺癌是世界上死亡率最高的一种恶性肿瘤，非小细胞肺癌（non-small cell lung cancer, NSCLC）占到了肺癌总数的80%^\[[@b1],\ [@b2]\]^。在NSCLC中表皮生长因子受体（epidermal growth factor receptor, EGFR）常存在过度表达和异常激活^\[[@b2]\]^，且EGFR信号通路在癌症发生、发展、转移、凋亡等方面有着重要作用。因此，以阻断EGFR功能为目标的分子靶向治疗逐渐应用到临床^\[[@b3]\]^。吉非替尼（Gefitinib，商品名为易瑞沙，Iressa）可以特异性地抑制EGFR自身磷酸化，阻断其信号传导，从而起到抗肿瘤作用^\[[@b4]\]^，对老年肺腺癌及复发的NSCLC疗效明显^\[[@b5],\ [@b6]\]^。近年来，人们发现几乎所有对吉非替尼治疗有效的病例在经过一定时间的缓解期后都会产生吉非替尼的获得性耐药。因此，研究其耐药机制具有重大的理论和临床意义^\[[@b7]\]^。本研究以吉非替尼敏感肺腺癌细胞株PC9与吉非替尼耐药肺腺癌细胞株PC9/AB11为细胞模型，通过microRNA芯片技术分析比较吉非替尼敏感和耐药的肺腺癌细胞株的microRNAs表达谱差异，筛选与肺腺癌吉非替尼获得性耐药相关的microRNAs。

1. 材料与方法 {#s1}
=============

1.1. 材料 {#s1-1}
---------

### 1.1.1. 细胞系 {#s1-1-1}

本实验用吉非替尼敏感的人肺癌细胞株PC9细胞，及其衍生的获得性耐药细胞株PC9/AB11细胞均由同济大学附属上海市肺科医院肿瘤研究所惠赠。

### 1.1.2. 试剂与材料 {#s1-1-2}

RPIM-1640培养基（Gibco公司），小牛血清（Gibco公司），0.25%胰酶（Gibco公司），吉非替尼片（阿斯利康公司），MTT（Sigma公司），miRNeasy Mini Kit（QIAGEN公司），microRNA芯片（Affymetrix公司）

1.2. 实验方法 {#s1-2}
-------------

### 1.2.1. 细胞培养 {#s1-2-1}

细胞使用含10%小牛血清的RPMI-1640培养基置于37 ℃恒温、5%CO~2~的培养箱中培养，耐药株PC-9/AB11细胞以吉非替尼终浓度为0.05 μmol/L的培养基培养。细胞密度至80%时以0.25%胰酶消化传代。

### 1.2.2. 细胞形态学观察 {#s1-2-2}

细胞培养至对数生长期，倒置相差显微镜（Nikon）下观察细胞形态学的差异。

### 1.2.3. 流式细胞术检测细胞周期 {#s1-2-3}

取同样处于对数生长期的细胞约1×106个，PBS洗涤，离心，加入PI染色液，FACSAriaTM流式细胞仪（Becton Dickinson公司）检测细胞周期。重复3次。

### 1.2.4. 计数法绘制生长曲线 {#s1-2-4}

细胞铺板接种数以7天-10天长满为宜，共设10个点，每24 h计数1个点，每个点设3个重复。利用公式1\[Td=T× lg2/lg(N/N0)，Td：倍增时间；T：间隔时间；N：终点细胞数；N0：起点细胞数\]计算倍增时间。

### 1.2.5. MTT法测细胞耐药指数 {#s1-2-5}

取状态良好的处于对数生长期的细胞，用0.25%胰酶消化后制成细胞悬液，按每孔8×10^3^个细胞，每孔体积100 μL，接种于96孔培养板中。培养24 h后，依次更换为吉非替尼终浓度为0 μmol/L、0.2 μmol/L、0.5 μmol/L、2 μmol/L、5 μmol/L、10 μmol/L、20 μmol/L、40 μmol/L的培养基，0 μmol/L为对照孔，不加细胞者为调零孔。每浓度设置6复孔。培养72 h后，向每孔加入新鲜MTT（5 mg/mL）20 μL，继续培养4 h后，弃去培养液，每孔加入150 μL DMSO，37 ℃低速震荡10 min，酶联免疫检测仪上测定490 nm波长各孔吸光值（D）。按公式2计算细胞生长抑制率，公式2：细胞生长抑制率=（D~对照组~-D~实验组~）/D~对照组~× 100%。绘制不同浓度下细胞生长抑制率曲线，并用Graphpad Prism 5.0软件计算吉非替尼的半数抑制浓度（IC~50~）。实验重复3次。

### 1.2.6. microRNA表达谱检测 {#s1-2-6}

参照Affymetrix公司推荐方案用Trizol法提取总RNA，将制备好的RNA注入已备好的芯片，用1/2\"Tough-Spots盖上两侧隔片，将芯片放入杂交炉，48 ℃，60 rpm孵育16 h，从杂交炉取出芯片，去掉Tough-Spots，提取hybridization cocktail移入新管，降至室温后进行洗脱和染色。利用芯片扫描工作站3000系统（GeneChip 3000 7G，Affymetrix公司）扫描芯片。应用free miRNA QC Tool software初步分析结果。应用MiRNA QC Tool软件进行数据分析，将芯片所有探针组的Signal从小到大排序，去掉最大的2%和最小的2%后，将剩下探针组的平均信号值调整到500。差异miRNA筛选标准：①信号ratio≥2为上调miRNA；②信号ratio≤0.5为下调miRNA。

### 1.2.7. Real-time PCR检测 {#s1-2-7}

随机选取表达具有明显差异的microRNA进行real-time PCR实验。设计待检测microRNA引物，进行逆转录，将逆转录产物进行real-time PCR，分析结果。

1.3. 统计学分析 {#s1-3}
---------------

应用SPSS 13.0进行统计学分析，计量数据以Mean±SD表示，两样本均值比较采用*t*检验，*P* \< 0.05为差异有统计学意义。

2. 结果 {#s2}
=======

2.1. 细胞形态学比较 {#s2-1}
-------------------

在倒置相差显微镜低倍镜下观察，PC9呈不规则多角形，PC9/AB11呈梭形，细胞接触抑制消失，有少量细胞堆积现象（[图 1](#Figure1){ref-type="fig"}）。

![PC9细胞（A）与PC9/AB11细胞（B）形态学比较\
The morphology between PC9 cell line (A) and PC9/AB11 cell line (B)](zgfazz-14-6-478-1){#Figure1}

2.2. 细胞周期测定 {#s2-2}
-----------------

PC9与PC9/AB11在G~0~/G~1~期分别为（52.14±0.95）%和（58.36±2.09）%，差异具有统计学意义（*P* \< 0.05）；S期分别为（43.24±0.74）%和（36.06± 1.80）%，差异具有统计学意义（*P* \< 0.05）；G~2~/M期分别为（4.62±0.74）%和（5.58±0.33）%，两组相比无统计学差异（*P* \> 0.05）（[图 2](#Figure2){ref-type="fig"}）。

![PC9细胞与PC9/AB11细胞的细胞周期分布\
Comparison of the distribution of cell cycle between PC9 cell line and PC9/AB11 cell line](zgfazz-14-6-478-2){#Figure2}

2.3. 绘制生长曲线并计算倍增时间 {#s2-3}
-------------------------------

当细胞处于对数生长期时，计算细胞倍增时间，由公式1计算PC9和PC9/AB11的倍增时间分别是（25.80±1.59）h和（56.05±1.95）h，差异具有统计学意义（*P* \< 0.05）（[图 3](#Figure3){ref-type="fig"}）。

![PC9细胞与PC9/AB11细胞的生长曲线\
Growth curves between PC9 cell line and PC9/AB11 cell line](zgfazz-14-6-478-3){#Figure3}

2.4. 吉非替尼对PC9及PC-9/AB11的IC~50~ {#s2-4}
-------------------------------------

由公式2计算PC9和PC9/AB11细胞的抑制率，以吉非替尼浓度为因变量，以细胞抑制率为应变量，绘制两种细胞的生长抑制曲线。通过Graphpad Prism 5.0软件计算PC9和PC9/AB11细胞的IC~50~分别为（0.02±0.01）μmol/L和（2.07±0.11）μmol/ L，两者差异具有统计学意义（*P* \< 0.05）（[图 4](#Figure4){ref-type="fig"}）。

![不同浓度吉非替尼对PC9细胞和PC9/AB11细胞的抑制率\
The suppressive rates of Gefitinib on PC9 cell line and PC9/AB11 cell line at different concentrations of Gefitinib](zgfazz-14-6-478-4){#Figure4}

2.5. MicroRNA芯片结果 {#s2-5}
---------------------

将PC9细胞和PC9/AB11细胞分别进行microRNA芯片检测，芯片杂交结果的扫描图如[图 5](#Figure5){ref-type="fig"}所示。芯片结果经数据处理和统计学分析，PC9细胞与PC9/AB11细胞共有13个microRNA的表达水平具有明显性差异，PC9/AB11细胞相对于PC9细胞高表达的microRNA有4个，低表达的有9个。

![PC9细胞（A）与PC9/AB11细胞（B）microRNA芯片杂交图\
PC9 cell line (A) and PC9/AB11 cell line (B) microarray scans](zgfazz-14-6-478-5){#Figure5}

2.6. Real-time PCR验证结果 {#s2-6}
--------------------------

随机抽取芯片结果中的miR-138进行real-time PCR验证，引物设计如[表 1](#Table1){ref-type="table"}所示。real-time-PCR结果显示，miR-138在PC9细胞中的2^-△△Ct^值为（1.005, 0±0.086, 3），PC9/AB11细胞中2^-△△Ct^值为（0.008, 4± 0.000, 6），差异明显（*P* \< 0.05）（[图 6](#Figure6){ref-type="fig"}）。与芯片结果一致。

###### 

逆转录及real-time PCR中microRNA-138引物序列

The primer sequence of microRNA-138 in reverse transcription and real-time PCR

  Primers                             Sequence
  ----------------------------------- ------------------------------------------------------------
  Stem-ring primer for miR-138        5\'-GCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACCGGCCTG-3\'
  Forward primer for *miR-138* gene   5\'-GCAGCTGGTGTTGTGAATC-3\'
  Forward primer for U6               5\'-TGCGGGTGCTCGCTTCGGCAGC-3\'
  Common reverse primer               5\'-CAGTGCAGGGTCCGAGGT-3\'

![MicroRNA-138在PC9和PC9/AB11中的表达比较\
Comparison of the expression level of microRNA-138 between PC9 cell line and PC9/AB11 cell line](zgfazz-14-6-478-6){#Figure6}

3. 讨论 {#s3}
=======

吉非替尼是针对EGFR酪氨酸激酶抑制剂的靶向治疗药物，对于*EGFR*突变和高拷贝*EGFR*基因的肿瘤具有较好的敏感性^\[[@b8],\ [@b9]\]^，患者病情可以得到缓解甚至长期带瘤生存，但是部分患者在经过3个月-7个月的缓解期后出现了病情进展^\[[@b10]\]^，继续应用吉非替尼未能取得任何效果，此类患者出现了获得性耐药。研究^\[[@b11]\]^发现吉非替尼获得性耐药的产生是多种机制作用的结果。Kobayashi等^\[[@b12]\]^首次报道了*EGFR*基因外显子20的C→T的点突变所导致第790位甲硫氨酸取代苏氨酸（T790M）是导致吉非替尼耐药的原因。此后，有多个研究小组^\[[@b13],\ [@b14]\]^发现在发生获得性耐药的肿瘤内（具有L858R或delE746-A750突变）检测到了T790M二次突变。这一现象表明，应用吉非替尼治疗可能给予具有T790M突变的肿瘤细胞一种选择性生长优势，从而导致最终出现耐药现象。EGFR信号通路与肿瘤耐药有密切关系，Koizumi等^\[[@b15]\]^在PC-9及PC-9/ZD细胞中分析了EGFR及其衔接蛋白GRB2、SOS和Shc形成的复合物的差别。结果显示，异常的衔接蛋白介导的EGFR到AKT的信号转导可能是PC-9/ZD细胞中吉非替尼获得性耐药的一个机制。Uchida等^\[[@b16]\]^将致癌的*K-Ras*突变体转染入吉非替尼敏感的细胞株内（PC-9和具有EGFR-L858R突变的293T细胞），验证了下游信号通路中的突变导致的信号激活可以导致肺癌中吉非替尼获得性耐药。Jeffrey等^\[[@b17]\]^证实持续活化的PI3K/Akt信号通路在吉非替尼耐药的过程中起到了一定的作用。PTEN的主要作用机制是Akt的去磷酸化作用，可以降低细胞内Akt的水平，发挥与PI-3K相反的作用。She等^\[[@b18]\]^发现PTEN的失活可以导致EGFR信号通路的异常，进而引起吉非替尼耐药。

MicroRNA是一种内源性的非编码的RNA序列，一般由21 nt-23 nt组成单链RNA分子，广泛存在于各种生物体中^\[[@b19]\]^，在转录后水平负性调控基因的表达^\[[@b20]\]^。人们相继发现microRNA参与人体多种生命活动，可以促进细胞增殖^\[[@b21]\]^，对细胞的凋亡通路进行调节^\[[@b22]\]^，参与细胞周期的调控^\[[@b23]\]^，参与人体的代谢过程^\[[@b24],\ [@b25]\]^等。MicroRNA不仅参与细胞增殖、分化、凋亡、周期调控等，对肿瘤的化疗耐药也具有重要作用。Meng等^\[[@b26]\]^利用裸鼠构建胆管癌细胞移植瘤模型，在给予吉西他滨处理后有大量的microRNAs表达水平改变，证实microRNA可能参与了肿瘤细胞对化疗药物的反应。有研究^\[[@b27]\]^表明卵巢癌中高表达的miR-214可引起卵巢癌细胞对顺铂耐药，Blower的研究组发现在多种肿瘤细胞中调节miR-21表达水平可导致药物对细胞生长抑制效应的改变，miR-16也可以引起部分药物-细胞对的药效迁移^\[[@b28],\ [@b29]\]^，表明MicroRNA是参与肿瘤化疗药耐药的重要因子。microRNA可能也参与了肿瘤的吉非替尼获得性耐药。在乳腺癌细胞SKBr3中转染miR-205的表达载体后，SKBr3细胞对吉非替尼的敏感度增加^\[[@b25],\ [@b30]\]^。miR-128b可以靶向EGFR，在多例NSCLC肿瘤标本中可以检测到*miR-128b*基因的杂合性缺失，并且*miR-128b*基因的杂合缺失与吉非替尼用药后的临床效果及生存明显相关^\[[@b31]\]^。在肺癌细胞中过表达miR-let-7a、miR-126和miR-145能够抑制AKT和ERK的活性，并增加肺癌细胞对吉非替尼的敏感度，转染miR-126的表达载体后可使肺癌细胞的耐药指数增加6倍^\[[@b32]\]^。

本实验采用microRNA芯片对吉非替尼敏感株PC9细胞及由其衍生来的耐药细胞株PC9/AB11细胞进行研究，在筛选出来的microRNAs中，多种microRNAs都参与调控细胞增殖、凋亡、周期及肿瘤细胞的侵袭、迁移等过程。MiR-138限制在特定的细胞类型中表达，而他的前体pre-miR-138-2广泛的在所有组织中表达。pre-miR-138-2从细胞核进入细胞质，表明Dicer切割pre-microRNA的过程限制了一定的组织和细胞类型。因此，不同的pre-microRNA可能是控制microRNA功能的机制之一^\[[@b33]\]^。miR-138在神经内管发育过程中，可能靶向于KDM6B的表达^\[[@b34]\]^；microR NA-138直接靶作用于EID-1的3\'UTR区，负性调控机体的脂肪细胞生成过程^\[[@b35]\]^；还可以促进少突细胞的分化和髓鞘形成^\[[@b36]\]^；在先天无脑畸形的患儿组织里，miR-138明显下调，可能与先天无脑畸形的形成有关^\[[@b37]\]^。MicroRNA可以在转录后的水平进行调节。Liu等^\[[@b38]\]^研究表明，miR-138在头颈部肿瘤中可以抑制肿瘤侵袭促进凋亡；Mitomo^\[[@b39]\]^研究表明，miR-138可能通过作用于端粒酶逆转录酶参与了甲状腺癌的发生。Zhao等^\[[@b40]\]^的研究证实miR-138也参与了肿瘤化疗耐药，miR-138可以显著下调多重耐药基因的表达，并逆转白血病细胞株的多重耐药。

本研究中，我们的实验结果提示microRNA对肺腺癌细胞的吉非替尼获得性耐药的产生可能具有重要作用。在此研究基础上我们将对microRNA对肺癌细胞的吉非替尼获得性耐药产生机制进行深入研究。本研究为全面、深入研究肺腺癌靶向治疗耐药的分子机制，筛选可预测肺腺癌靶向治疗疗效的microRNAs标志物提供了实验基础。
